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RESUMO 

MAURICIO, L.S.R. Efeitos do Tratamento com L-arginina sobre a Inflamação em 

células MDA-MB-231 de Câncer de Mama Triplo Negativo. 2025. 67f. Dissertação 

Mestrado em Biotecnologia – Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia, UFES, 

Espírito Santo. Brasil. 

O câncer de mama triplo negativo (TNBC) é uma forma agressiva de câncer de 

mama, sem receptores hormonais ou HER2, o que limita as opções terapêuticas e 

piora o prognóstico. Diante da escassez de alvos terapêuticos, a busca por 

estratégias que influenciem os mecanismos celulares envolvidos na progressão 

tumoral têm sido investigadas. Nesse contexto, a L-arginina, um aminoácido 

condicionalmente essencial, tem se destacado por seu potencial em regular a 

inflamação e o metabolismo tumoral, o que pode, por sua vez, influenciar 

positivamente a resposta ao tratamento. O objetivo principal é avaliar os efeitos da 

L-arginina na viabilidade celular e vias relacionadas com inflamação em células 

MDA-MB-231. Células da linhagem MDA-MB-231 foram submetidas a diferentes 

concentrações de L-arginina (800ug/ml; 1600ug/ml; e 3200ug/ml) por 48h. O ensaio 

AlamarBlue® foi utilizado para medir a proliferação e avaliar a viabilidade celular. 

Para avaliar a expressão de Nrf2 e NF-kB, foi realizado o método de Western Blot e 

as citocinas inflamatórias foram quantificadas por citometria de fluxo. Os resultados 

mostraram que a L-arginina diminuiu a viabilidade celular das células MDA MB 231 

em concentrações mais altas de 1600ug/ml; e 3200ug/ml houve aumento da 

expressão de Nrf2 e NF-kb, que podem ativar a via da ferroptose; aumento dos 

níveis de citocinas como IL-17A, IL-6, IL-2 e IFN-γ; diminuição de IL-10 e não houve 

alterações significativas entre os grupos IL-4 e TNF- α.  Esses achados sugerem que 

a L-arginina tem potencial como estratégia terapêutica no câncer de mama, 

especialmente no contexto de tumores agressivos como o TNBC. 

Palavras-chave: TNBC; Nrf2; Nfkb; Apoptose. 
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EFFECTS OF L-ARGININE TREATMENT ON INFLAMMATION IN MDA-MB-231 

TRIPLE NEGATIVE BREAST CANCER CELLS 

ABSTRACT 

MAURICIO, L.S.R. Effects of L-arginine Treatment on Inflammation in MDA-MB-231 
Triple Negative Breast Cancer Cells. 2025. 67f. Master's Dissertation in 
Biotechnology – Postgraduate Program in Biotechnology, UFES, Espírito Santo. 
Brazil. 
 
Triple-negative breast cancer (TNBC) is an aggressive form of breast cancer lacking 

hormone receptors or HER2, which limits therapeutic options and worsens prognosis. 

Given the scarcity of therapeutic targets, the search for strategies that influence the 

cellular mechanisms involved in tumor progression has been investigated. In this 

context, L-arginine, a conditionally essential amino acid, has stood out for its 

potential to regulate inflammation and tumor metabolism, which may, in turn, 

positively influence the response to treatment. The main objective is to evaluate the 

effects of L-arginine on cell viability and inflammation-related pathways in MDA-MB-

231 cells. MDA-MB-231 cells were subjected to different concentrations of L-arginine 

(800ug/ml; 1600ug/ml; and 3200ug/ml) for 48h. The AlamarBlue® assay was used to 

measure proliferation and evaluate cell viability. To evaluate the expression of Nrf2 

and NF-kB, the Western Blot method was performed and inflammatory cytokines 

were quantified by flow cytometry. The results showed that L-arginine decreased the 

cell viability of MDA MB 231 cells at higher concentrations of 1600ug/ml; and 

3200ug/ml there was an increase in the expression of Nrf2 and NF-kb, which can 

activate the ferroptosis pathway; increased levels of cytokines such as IL-17A, IL-6, 

IL-2 and IFN-γ; decreased IL-10 and there were no significant changes between the 

IL-4 and TNF-α groups. These findings suggest that L-arginine has potential as a 

therapeutic strategy in breast cancer, especially in the context of aggressive tumors 

such as TNBC. 

Key words: TNBC; Nrf2; Nfkb; Apoptosis.  
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1 INTRODUÇÃO 

O câncer de mama (CM) é uma doença multifatorial, que se manifesta nos 

ductos e glândulas mamárias (Feng et al., 2018), e abrange um grupo heterogêneo 

de tumores que podem apresentar variações clínicas, morfológicas, moleculares, 

biológicas e diferentes respostas ao tratamento (Rakha; Tse; Quinn, 2023).  

Apesar dos avanços nas pesquisas e no desenvolvimento de novas 

abordagens terapêuticas para as neoplasias mamárias, as taxas de mortalidade por 

câncer de mama no Brasil continuam a crescer (INCA, 2023). O câncer de mama 

triplo negativo (TNBC), que corresponde a uma parcela significativa dos casos, 

apresenta um desafio terapêutico devido à ausência de receptores hormonais, 

limitando as opções de tratamento (Yin et al., 2020). Diante desse cenário, é 

fundamental compreender melhor os mecanismos envolvidos na incidência, 

progressão e terapêutica da doença.  

Estudos revelam que as vias de sinalização tumorigênicas não são suficientes 

para uma progressão completa do câncer de mama, sugerindo a contribuição de 

outros fatores, incluindo principalmente, o microambiente inflamatório do tumor (You 

et al., 2023; Goenka et al., 2023; Greten; Grivennikov, 2020). Os sistemas 

imunológicos, inato e adquirido, são mecanismos importantes que desempenham 

um papel crítico nas respostas à tumorigênese, e o efeito do sistema imunológico e 

dos fatores inflamatórios nas células tumorais, especialmente nas células do câncer 

de mama. A inflamação é uma resposta do sistema imunológico a estímulos 

externos ou internos que removem o agressor e restauram a fisiologia do corpo. No 

entanto, em estados patológicos a inflamação crônica pode ser um grande 

modulador e precursor de diversas doenças (Ben‐Baruch, 2003). 

 Evidências emergentes apoiam a relação entre o câncer de mama e a 

inflamação. Células imunes específicas residem permanentemente no tecido 

mamário, como os macrófagos (Field, 2005). Os macrófagos ajudam no 

desenvolvimento e remodelação da glândula mamária (Reed; Schertfeger, 2010; 

Ingman et al., 2006). A tumorigênese mamária é semelhante à remodelação do 

tecido. A desregulação do equilíbrio entre as células que residem no tecido, e as que 
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migram por fatores diversos, pode levar ao estado de inflamação crônica (Pollard, 

2009); no entanto, as causas e os mecanismos ainda não estão bem estabelecidos.  

 A ativação de fatores de transcrição, como NF-κB e Nrf2, são componentes-

chave das cascatas de sinalização de inflamação e respostas ao estresse oxidativo 

(Kaulmann; Bohn, 2014). Evidências recentes indicam que o fator de transcrição 

Nrf2 desempenha um papel fundamental no controle da expressão de genes 

antioxidantes e, também, exercem funções anti-inflamatórias. A conexão entre o 

sistema Nrf2/elemento de resposta antioxidante (ARE) e a expressão de mediadores 

inflamatórios, via NF-κB e o metabolismo de macrófagos está intimamente 

relacionado a diferentes doenças, incluindo o câncer de mama (Saha et al., 2020). 

Atualmente, os CM são classificados em subtipos: Luminal A (ER+PR≥20%, 

HER2-, Ki67 < 20%), Luminal B (ER+, PR < 20% e/ou HER2+ e/ou Ki67≥ 20%), 

HER2 (ER−, PR−, HER2+) e basal (triplo negativo: ER−, PR−, HER2−) (Parker et al., 

2009; Kudela et al., 2020; Derakhshan; Filho, 2022). Dentre esses subtipos, o TNBC 

é um subtipo distinto de câncer de mama responsável por aproximadamente 10% a 

20% dos casos (Fan; He, 2022). Quando comparado a outros subtipos, o TNBC 

apresenta uma taxa de recorrência mais alta, metástases precoces e menor taxa de 

sobrevida (Furukawa et al., 2024). Essa agressividade está associada à instabilidade 

genômica, heterogeneidade intratumoral e à plasticidade celular (Blaszczak et al., 

2025).   

 Por não expressar ER), PR e HER2, existem poucas opções de tratamentos 

para o TNBC (Li et al., 2022). Dessa forma, o tratamento mais comum e eficaz, não 

cirúrgico, envolve quimioterapia a qual inclui antraciclinas, agentes alquilantes e 

taxanos (Won; Spruck, 2020). Contudo, dada a limitação das opções terapêuticas 

disponíveis e a resistência frequentemente observada aos tratamentos 

convencionais, novas estratégias terapêuticas estão sendo investigadas. Uma 

dessas abordagens é o uso de substâncias que modulam o microambiente tumoral, 

como a L-arginina (L-arg) (Yao et al., 2025) 

 A L-arg, um aminoácido condicionalmente essencial, desempenha papel 

crucial em vias metabólicas como a síntese de óxido nítrico (NO) por meio da ação 
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das enzimas óxido nítrico sintase (NOS) (Mirini; Agarwal; Didelija, 2015; Kumar; 

Singh; Bhardwaj, 2017). O NO é uma molécula sinalizadora que modula diversas 

vias biológicas, incluindo a resposta imune, inflamação e homeostase celular. 

Estudos preliminares sugerem que a L-arginina pode modular o microambiente 

tumoral, influenciando a inflamação e a resistência terapêutica (Pourbagher et al., 

2021). Considerando as características da L-arg e as limitações terapêuticas no 

tratamento do TNBC, levantamos a hipótese de que a L-arg contribui para a morte 

de células tumorais.  

 Neste contexto, o presente estudo busca investigar os efeitos do tratamento 

com L-arginina sobre à inflamação em uma linhagem de TNBC (MDA-MB-231). 

Assim, uma questão central a ser investigada é: de que forma a L-arginina age sobre 

a viabilidade celular em células TNBC, e quais mecanismos podem ser exploradas 

para aumentar a eficácia do tratamento? 
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 CÂNCER DE MAMA TRIPLO NEGATIVO 

 O câncer de mama triplo negative (TNBC) é caracterizado pela ausência de 

marcadores tumorais como: receptor de estrogênio, receptor de progesterona e 

receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2) (Sukumar et al., 

2021). Em decorrência dessas características moleculares, os TNBCs não 

respondem a terapias endócrinas ou direcionadas a HER2, sendo o tratamento mais 

eficaz, não cirúrgico, a quimioterapia não específica padrão, como taxanos e 

antraciclinas (Li et al., 2022). Entretanto, esse subtipo apresenta alta taxa de 

proliferação celular, comportamento metastático precoce e resistência ao 

tratamento, fatores que resultam em uma pior sobrevida global quando comparado a 

outros subtipos de cancer de mama (Furukawa et al., 2024) 

  Lehmann e colaboradores (2011), inicialmente, identificaram seis subtipos 

diferentes de TNBC baseado em análise de expressão gênica, cada um associado 

às características biológicas específicas: basal-like 1 (BL1); basal-like 2 (BL2); 

imunomodulador (IM); mesenquimal (M); mesenquimal stem-like (MSL) e receptor de 

andrógeno luminal (LAR). No entanto, em um estudo posterior, os mesmos autores 

refinaram essa classificação para quatro subtipos principais (BL1; BL2, M e LAR), ao 

perceberem que os subtipos IM e MSL correspondiam a presença de linfócitos 

infiltrantes substanciais e células mesenquimais associadas ao tumor, 

respectivamente, e não a grupos tumorais biologicamente distintos (Lehmann et al., 

2016) (Tabela 1).  
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Tabela 1: Características dos diferentes subtipos de TNBC 

Subtipo 
Tumoral 

Características Linhagens 
Celulares 

Basal-Like 1 
(BL1) 

Expressão de genes relacionados ao ciclo 
celular, proliferação e reparo do DNA (via ATR-
BRCA). 

HCC2157 

HCC1599 

HCC1937 

HCC1143 

HCC3153 

MDA-MB-468 

HCC38 

 

Basal-Like 2 
(BL2) 

Vias de sinalização relacionados a fatores de 
crescimento (EGFR, MET, NGF wnt, IGF-1R), 
glicólise e gliconeogênese. 

SOMA149PT 

CAL-851 

HCC70 

HCC1806 

HDQ-P1 

 

Mesenquimal 
(M) 

Alta motilidade e taxa de diferenciação celular, 
transição epitélio-mesenquimal (EMT), 
sinalização de fatores de crescimento e genes 
da angiogênese. 

BT-549  

MDA-MB-157  

SUM159PT 

MDA-MB-436 

MDA-MB-231 

HS578T  
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Fonte: Adaptado de Yin et al. (2020).  

  Essa classificação molecular é relevante para a identificação de potenciais 

alvos terapêuticos, uma vez que cada subtipo apresenta características distintas de 

crescimento e resposta ao tratamento (Lehmann et al., 2016). O subtipo BL-1, por 

exemplo, exibe alta atividade de vias envolvidas na reparação de danos ao DNA e 

pode ser mais sensível a inibidores de polimerase (PARP). Já o BL-2 apresenta 

ativação anormal de vias de sinalização, incluindo EGFR, MET, NGF, Wnt/β-

catenina e IGF-1R (Yin et al., 2020). O subtipo M é caracterizado pela ativação de 

vias de sinalização associadas à migração celular, interação com a matriz 

extracelular e vias de diferenciação, como por exemplo via Wnt, via cinase do 

linfoma anaplásico (ALK) e sinalização de crescimento transformador (TGF)-β. Esse 

perfil molecular confere ao subtipo M propriedades similares às de tecidos de 

sarcomas ou células epiteliais escamosas, além de resistência a quimioterápicos. 

Por fim, o subtipo LAR exibe dependência de andrógenos, apesar de não expressar 

receptor de estrogênio (ER) (Lehmann; Pietenpol, 2014).  

  Os TNBCs, como um grupo, apresentam comportamento clínico agressivo 

(Derakhshan; Reis, 2022). Essa agressividade está relacionada a características 

biológicas distintas, incluindo alta taxa de proliferação celular, instabilidade 

genômica, incluindo mutações em TP53 e BRCA1 e BRCA2, ausência de 

marcadores tumorais e microambiente tumoral imunossupressor (Benchama et al., 

2022). Além dessas alterações, mutações em genes como PIK3CA, PTEN e RB1 

também são frequentemente observadas, afetando vias relacionadas à 

sobrevivência celular, metabolismo energético e à resposta ao estresse oxidativo 

(Zhao et al., 2020).  

Andrógeno 
luminal (LAR) 

Padrão de expressão gênica luminal, 
superexpressão do receptor de andrógeno, 
subtipo molecular apócrino. 

MDA-MB-453 

SOMA185PE 

HCC2185 

CAL-148 

MFM-223 
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  O microambiente tumoral também desempenha importante papel na 

progressão, resistência terapêutica e modulação da resposta inflamatória no TNBC 

(Zheng et al., 2021). Esse microambiente é caracterizado por uma interação 

dinâmica e altamente regulada entre células tumorais, células imunes infiltrantes, 

componentes da matriz extracelular, macrófagos associados ao tumor e mediadores 

inflamatórios como citocinas e quimiocinas (Guo et al., 2024). A infiltração de 

macrófagos associados a tumor (TAMs), predominantemente o mácrófago M2, 

contribui para a evasão imunológica e favorece um perfil pró-tumoral por meio da 

secreção de fatores imunossupressores e pró-angiogênicos (Ruizhe; Kang; Chen, 

2024; Vitale et al., 2019).  

  O metabolismo tumoral no TNBC é outro fator crucial que impulsiona a sua 

agressividade. Esse subtipo de câncer frequentemente apresenta reprogramação 

metabólica, com aumento da glicólise aeróbica, mesmo na presença de oxigênio 

(efeito Warburg), para sustentar a proliferação, metástase e escape imunológico (Liu 

et al., 2023).  

  Outro mecanismo recorrente no TNBC é a ativação de vias críticas como 

PI3K/AKT/mTOR, essa via relaciona a sinalização da tirosina quinase do receptor 

(RTK) ao crescimento celular e à regulação da sobrevivência, promovendo o 

aumento da proliferação, inibição da apoptose formando tumores e promovendo 

metastase (Zhang et al., 2024).  Outra via ativada nesse subtipo de tumor é a NF-kB, 

que está relacionada à inflamação crônica, resistência ao tratamento e à expressão 

de genes anti-apoptóticos, como Bcl-2 e Mcl-1, que ajudam as células tumorais a 

evadir a morte celular programada (Ferrari et al., 2022). Além disso, a via Nrf2, que 

regula a resposta antioxidante, também está frequentemente ativada no TNBC 

devido à desregulação do gene KEAP1.  

  Diante de suas características biológicas complexas, novas estratégias 

terapêuticas têm sido investigadas para melhorar a resposta ao tratamento do 

TNBC. Entre essas abordagens, destacam-se os inibidores de checkpoint 

imunológico, como anti PD-1/PD-L1, que têm como objetivo reverter a 

imunossupressão mediada pelo microambiente tumoral (Bullock; Richmond, 2024). 

Além disso, terapias direcionada a vias de reparo do DNA, como inibidores de 
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PARP, mostram eficácia em pacientes com mutações em BRCA1 e BRCA2 (Jain; 

Barge; Parris, 2024).  

  Embora essas terapias direcionadas tenham demonstrado benefícios 

significativos, nem todos os pacientes respondem de maneira significativa 

(Furukawa et al., 2023), sendo necessário novas abordagens. Nesse contexto a L-

arginina tem se destacado como uma alternativa promissora devido seu papel na 

síntese de óxido nítrico (Martí; Reith, 2021) 

  Para investigar os efeitos de abordagens terapêuticas e mecanismos 

envolvidos no TNBC, modelos celulares são amplamente utilizados. Dentre esses 

modelos, a linhagem celular MDA-MB-231 se desta no campo científico por possuir 

características compatíveis com o fenótipo agressivo do TNBC, incluindo alta 

capacidade proliferativa (Sukumar et al., 2021).  

2.2 LINHAGEM MDA-MB-231 

  A MDA-MB-231 é uma linhagem celular humana derivada de um 

adenocarcinoma mamário triplo negativo, isolada a partir de uma metástase pleural 

de uma paciente caucasiana de 51 anos (BCRJ, 2022). A amostra foi coletada em 

17 de outubro de 1973, após a paciente ter sido submetida a uma mastectomia 

radical na mama direita, e posteriormente estabilizada em laboratório (Cailleau et al., 

1974). As células MDA-MB-231 são caracterizadas pela ausência de expressão dos 

receptores de ER, PR e HER2, o que as torna resistentes a terapias hormonais e a 

tratamentos direcionados contra o HER (Sukumar et al., 2021; Li et al., 2022).  

  Do ponto de vista genético, a MDA-MB-231 apresenta um cariótipo 

aneuploide, com múltiplas alterações cromossômicas, contribuindo para sua 

heterogeneidade celular (Yoon et al., 2002).  

  Outro fator de destaque na biologia dessa linhagem é sua relação com o 

metabolismo do ferro. As células MDA-MB-231 apresentam uma regulação alterada 

da homeostase do íon ferro, caracterizada por uma maior captação de ferro (Wang 

et al., 2022), e menor expressão de ferroportina, a principal proteína envolvida na 

exportação de ferro celular (Pinnix et al., 2010). Esse acúmulo intracelular de ferro 
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está associado ao aumento da proliferação celular e ao estresse oxidativo, fatores 

que contribuem para o crescimento e progressão tumoral (Arzuk; Armagan, 2024). 

No entanto, quando o acúmulo de ferro é excessivo e supera a capacidade 

antioxidante da célula, pode desencadear a ferroptose, processo que ocorre devido 

ao acúmulo de espécies reativas de oxigênio e à peroxidação lipídica descontrolada, 

levando à disfunção da membrana celular e morte (Guo et al., 2021).  

  Diante dessas características, a linhagem MDA-MB-231 é amplamente 

utilizada como modelo experimental em estudos sobre o subtipo de câncer de mama 

triplo negativo (Wagner, 2022). Seu perfil altamente invasivo e agressividade a torna 

relevante em pesquisa sobre migração, invasão e metástase, contribuindo para a 

busca de terapias mais eficazes para esse subtipo de câncer.  

2.3 INFLAMAÇÃO E CÂNCER – VIA NF-Kb 

  A relação entre inflamação e câncer vem sendo discutida há muito tempo 

(Bryant, 1868; Nardo; Coussens, 2007; Danforth, 2021). Em 1863, Rudolf Virchow 

propôs à associação entre inflamação crônica e a carcinogênese ao observar a 

presença de leucócitos infiltrados em tecidos neoplásicos (Balkwill; Mantovani, 

2001). Evidências subsequentes demonstraram que o microambiente inflamatório 

modula múltiplas etapas da tumorigênese, influenciando a proliferação celular, 

sobrevivência e angiogênese. Na atualização dos Hallmarks of Cancer, Hanahan e 

Weinberg (2011), consolidaram a inflamação crônica como um componente 

essencial do fenótipo tumoral, contribuindo não apenas para a progressão 

neoplásica, mas também como um fator chave para a resistência terapêutica.  

  A inflamação é definida como uma resposta biológica que protege o 

hospedeiro contra estímulos lesivos, como infecções e danos teciduais, com a 

finalidade de impedir a disseminação de patógenos e promover o reparo dos tecidos 

(Varela et al., 2018). No contexto do câncer, porém, essa resposta pode ser 

desregulada, favorecendo a progressão tumoral e a evasão imunológica. Em nível 

molecular, a inflamação crônica está envolvida na imunossupressão do 

microambiente tumoral, fornecendo um microambiente favorável à tumorigênese, ao 

crescimento e à metástase (Wang; DuBois, 2015). Enquanto a inflamação aguda 
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contribui para uma resposta imune antitumoral, resultando na morte das células 

cancerígenas (Yi et al., 2024). Os efeitos pró-tumorais da inflamação crônica são 

mediados por uma complexa rede de citocinas, quimiocinas e células do sistema 

imunológico, que modulam o microambiente tumoral e estabelece um estado 

inflamatório persistente associado ao tumor, influenciando a progressão da doença 

(Wang et al., 2024). No microambiente tumoral, a resposta inflamatória é sustentada 

por uma complexa interação entre células do sistema imunológico e células 

cancerígenas (Wang et al., 2024). Os macrófagos associados a tumores 

representam um dos principais componentes celulares da inflamação tumoral, 

podendo assumir um fenótipo M1, com função antitumoral, ou M2, que promove a 

imunossupressão e o crescimento neoplásico (Pan et al., 2021). 

  Dentre os mediadores inflamatórios, as citocinas desempenham um papel 

central na comunicação celular e na modulação do microambiente tumoral. No 

processo inflamatório, as citocinas são as principais moléculas de sinalização 

liberadas no local e possuem múltiplas funções. Elas são classificadas em pró-

inflamatórias (IL-6, IL-17, TNF-a, e IFN-y), e anti-inflamatórias (IL-4 e IL-10), que 

exercem funções imunossupressoras, contribuindo para a evasão do sistema (Zhao 

et al., 2021).  

  Os mediadores inflamatórios e as espécies reativas de nitrogênio (ERNs) e 

oxigênio (EROs) podem induzir a ativação de vias como a do Fator Nuclear Kappa B 

(NF-kB), facilitando a tumorigênese mediada pela inflamação (Benchama et al., 

2022). O NF-kB é um fator de transcrição crucial para a regulação da resposta 

inflamatória e da homeostase redox (Gao et al., 2022), controlando a expressão de 

genes antioxidantes e pró-oxidantes que modulam a sensibilidade celular ao 

estresse oxidativo e a ferroptose (Lingappan, 2018; Li et al., 2021).  

  NF-kB é formado a partir de homo e heterodímeros de cinco proteínas 

distintas relacionadas: proteínas da subfamília REL p65/RelA, RelB e c-Rel e as 

proteínas da subfamília NF-kB, p50 (NF-kB1) e p52 (NF-kB2), e seus precursores 

p105 e p100, respectivamente (Sun; Chang; Jin, 2014). A ativação do NF-kB envolve 

duas vias de sinalização principais, as vias canônicas e não canônicas (ou 

alternativas) (Sol, 2012) (Figura 1). 
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Figura 1: Vias Canônicas e não canônicas  

Fonte: Adaptado de Ma e colaboradores (2024) 

Na via canônica, o evento molecular determinante é a fosforilação da proteína 

IkB mediada por IKKs, que são compostas pelas subunidade IKKα e IKKβ, 

subunidades enzimáticas, e IKKγ (ou NEMO), que atua como uma subunidade 

reguladora (Liu et al., 2017). O IKK pode ser ativado por vários estímulos, incluindo 

receptores pró-inflamatórios, como a superfamília TNF, a família do receptor Toll – 

Like (TLRs), bem como por citocinas, fatores de estresse e componentes 

microbianos (Morgan; Liu, 2010). Após ativação, os IKKs fosforilam os IkBs, que por 

sua vez são reconhecidas e marcadas pela ubiquitina ligase e degradadas pelo 

proteassoma. Como resultado ocorre a dissociação do Nf-kB e translocação nuclear, 

principalmente os dímeros RelA/p50 e c-Rel/p50 (Wang; Nag; Zhang, 2014; Zhang; 

Sun, 2015). A ativação da via não canônica do NF-kB ocorre de forma independente 

do complexo IKK e da degradação da proteínas IkBα. Esse processo é regulado pelo 

processamento da proteína precursora p100, codificada pelo gene Nfkb2 (Sol, 

2010). Assim como as proteínas da família IkB, a p100 se associa a membros do 
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NF-kB, atuando como um inibidor dessa via. Seu processamento envolve a 

degradação seletiva da região C-terminal, que possui semelhança estrutural com as 

proteínas IkB. Esse processo não apenas gera a forma ativa p52, mas também 

facilita a translocação nuclear dos fatores de transcrição previamente retidos, sendo 

o principal deles o RelB (Sol, 2010; Sun et al., 1994). Um componente central de 

sinalização dessa via é a quinase indutora de NF-kB (NIK), que, em conjunto com a 

quinase a jusante IKKα, promove o processamento da p100 de maneira dependente 

de fosforilação, garantindo a ativação e regulação dessa via (Murray et al., 2011).  

  A via canônica exerce grande papel no câncer, sendo importante na 

sobrevivência e proliferação, transformação epitelial de células tumorais em 

mesenquimais, angiogênese, metástase e inflamação (Zhang et al., 2021). 

  Estudos indicam que a ativação de vias de sinalização relacionadas à 

inflamação está intimamente relacionada à ferroptose (Chen et al., 2022; Chen et al., 

2023; Deng et al., 2022; Wickert et al., 2024), um mecanismo de morte celular 

dependente do ferro causada por danos à membrana mediados pela peroxidação 

lipídica (Tang et al., 2021). A biologia redox desordenada e o aumento da 

peroxidação lipídica podem ativar múltiplas células e vias inflamatórias, enquanto as 

citocinas pró-inflamatórias agravam o estresse oxidativo intracelular e a peroxidação 

lipídica excessiva (Chen et al., 2022). Além disso, NF-kB pode reduzir a transcrição 

de moléculas antioxidantes, como GPX4, NQO1 e HMOX1, bem como participar do 

estresse oxidativo e induzir ferroptose (Yan et al., 2021). 

  Outro fator crítico na regulação da ferroptose é o Nrf2, um regulador da 

resposta antioxidante (He; Ru; Wen, 2020). Embora o Nrf2 seja tradicionalmente 

associado à proteção contra ferroptose (Lee; Roh, 2023), ela pode apresentar menor 

capacidade antioxidante e aumentar a sensibilidade das células tumorais à 

ferroptose (Wang et al., 2014) 

2.4 VIA NRF2 

 O Nrf2, o fator de transcrição nuclear fator eritroide 2 relacionado ao fator 2, é 

codificado pelo gene erythroid 2 like 2 (NFE2L2) pertencente a subfamília 

Cap’n’Collar (CNC) de fatores de transcrição básicos de zíper de leucina (bZIP) 

(Jaramillo; Zhang, 2013). Esse fator de transcrição foi clonado graças a sua ligação 
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ao domínio de ligação do NFE2, uma sequência cis-reguladora na região de controle 

do locus da β-globina importante para a eritropoiese e o desenvolvimento 

plaquetário (Moi et al., 1994). Logo, esse fator de transcrição, se tornou objeto de 

diversas pesquisas e foi descoberto que ele media a indução de um conjunto de 

enzimas metabolizadoras de fármacos (DMEs), como a glutationa S-transferase 

(GST), Nicotinamida-Adenina Dinucleotídeo Fosfato Trifosfopiridina (NADPH) e 

quinona oxirredutase 1 (NQO1) (Venugopal; Jaiswal, 1996), tronando-se um dos 

principais reguladores da resposta celular ao estresse oxidativo e xenobióticos (He; 

Ru; Wen, 2020). 

 Nrf2 é uma proteína modular com sete domínios de homologia Nrf2-ECH 

(Neh1-17) (Figura 2) cada um tendo funções específicas (Tonelli; Chio; Tuveson, 

2017). 

Figura 2: Estrutura do fator de transcrição Nrf2 humano e a atividade associada a 

cada domínio. 

 

Fonte: Adaptado de Ángel e colaboradores(2020) 

 O domínio Neh1 compreende a região CNC-bZIP, necessária para a ligação 

do DNA e associação com parceiros de dimerização, como as pequenas proteínas 

do Fibrossarcoma Musculoaponeurótico (sMaf) (Tonelli; Chio; Tuveson, 2017). O 

domínio Neh2 medeia a interação com a proteína 1 associada a ECH semelhante a 

Kelch (Keap1), uma reguladora negativa de Nrf2 e sete resíduos de lisina 

direcionados para ubiquitilação e subsequente degradação proteassomal de Nrf2 

(Tong et al., 2006). O domínio Neh3 C-terminal atua em conjunto com os domínios 

Neh4 e Neh5 para ativar transcrições de genes alvos de Nrf2 (Nioi et al., 2005). O 

domínio Neh6, caracterizado por uma alta concentração de resíduos de serina, 

desempenha um papel na regulação negativa da estabilidade do Nrf2 por uma via 
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independente de Keap1. Essa região possui dois domínios peptídicos conservados, 

DSGIS e DSAPGS, que são reconhecidos pela proteína β-TrCP, que contém 

repetições transdutoras de β (Chowdhry et al., 2012). O domínio Neh7 está 

envolvido na repressão da atividade transcricional do Nrf2 pelo receptor α do 

retinoide X por meio de uma associação física entre duas proteínas (Wang et al., 

2013). 

 A atividade do Nrf2 é rigidamente controlada por diferentes mecanismos que 

influenciam sua estabilidade, localização e a capacidade de interagir com o DNA 

(Kasai et al., 2020) (Figura 3).  

Figura 3: Regulação Negativa do Nrf2 em condições normais e ativação em 

condições patológicas. 

 

(A) Em condições normais, o NRF2 é ligado à proteína 1 associada à ECH do tipo Kelch (KEAP1), mantendo-a no citosol. O 

KEAP1 atua como adaptador da ligase de ubiquitina Cullin 3 (CuI3) que ubiquitina o NRF2, levando à sua degradação pelo 

proteassoma. (B) Em condições patológicas, na presença de espécies reativas de oxigênio (ROS) ou modificadores 

covalentes, a estrutura do KEAP1 é modificada, liberando o NRF2 no citosol; depois, ele se transloca para o núcleo, onde 

forma heterodímeros com pequenas proteínas do fibrossarcoma masculoaponeurótico (sMaf) para se ligar às sequências do 

elemento de resposta antioxidante (ARE), promovendo a expressão de genes de fase II. (C) sob condições patológicas, nas 

quais a cinase glicogênio sintase cinase-3β (GSK-3β) é superativa, ele pode fosforilar diretamente o NRF2, facilitando sua 

interação com a proteína contendo repetição β-transdutora do adaptador da ligase Cul1 (β-TrCp) para induzir sua degradação. 

Fonte: Adaptado de Ángel e colaboradores(2020) 

A 

B 

C 
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Dentre os principais reguladores do Nrf2, destacam-se a proteína Keap1 e a 

via independente de Keap1 mediada por β-TrCP (Kuga et al., 2022). Keap 1 interage 

com o domínio Neh2 do Nrf2, onde estão localizados sete resíduos de lisina, 

promovendo sua ubiquitinação através do complexo ubiquitina-ligase Cul3/Rbx1. 

Essa marcação direciona o Nrf2 para a degradação pelo proteassoma, mantendo 

seus níveis baixos sob condições fisiológicas normais (Qin et al., 2019). Sob 

estresse oxidativo ou em presença de eletrofílicos, Keap1 sofre modificações 

conformacionais devido à oxidação de seus resíduos de cisteína sensíveis ao 

estresse redox. Isso impede a ubiquitinação do Nrf2, permitindo sua estabilização, 

acúmulo citoplasmático e subsequente translocação para o núcleo, onde exerce a 

função transcricional (Velichkova; Hasson, 2005). 

Além da via mediada por Keap1, o Nrf2 também pode ser degradado por um 

mecanismo independente, mediado pela proteína β-TrCP (Kuga et al., 2022). Esse 

mecanismo envolve a interação entre o domínio Neh6 do Nrf2 e a β-TrCP, no qual 

facilita a ubiquitinação pelo complexo ubiquitina-ligase SCF (Rada et al., 2011). Além 

dessas vias, o Nrf2 também pode ser regulado por diferentes modificações pós-

traducionais, incluindo fosforilação, acetilação e sumoilação, que afetam sua 

estabilidade e atividade transcricional (Zhang et al., 2025) 

Nrf2 possui papéis duplos como pró-oncogênico e anti-oncogênico em células 

de câncer de mama e células saudáveis (Kumar et al., 2022). Sob condições 

normais, o Nrf2 encontra-se no citoplasma ligado à proteínas Keap1 (Tian et al., 

2017). No entanto, quando há estresse oxidativo ou exposição a xenobióticos, como 

radicais livres ou substâncias tóxicas, a Keap1 sofre modificações que impedem a 

degradação do Nrf2 (Yamamoto; Kensler; Motohashi, 2017). Como resultado, o Nrf2 

se estabiliza, se dissocia da Keap1 e transloca para o núcleo e forma heterodímero 

com pequenas proteínas do sMAF (Cloer et al., 2019). O complexo Nrf2-sMaf liga-se 

ao Elemento de Resposta Antioxidante (ARE) no DNA (Velichkova; Hasson, 2005). 

Essa interação ativa a transcrição de diversos genes antioxidantes e de defesa 

celular, incluindo heme oxigenase-1 (HMOX-1), glutamato-cisteína ligase (GCLM e 

GCLC), NADPH e NQO1, ajudando na proteção contra danos causados por agentes 

oxidantes e tóxicos (Ngo; Duennwald, 2022; Soghli et al., 2023). Embora essa 
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resposta antioxidante seja crucial para a homeostase celular, em células tumorais, a 

ativação recorrente do Nrf2 confere vantagens adaptativas que favorecem a 

progressão do câncer, resultando na ativação sustentada de genes antioxidantes e 

de desintoxicação, o que proporciona um ambiente mais favorável para a 

sobrevivência celular, proliferação e metástase (Menegon; Columbano; Giordano, 

2016).  

Outro mecanismo pelo qual o Nrf2 pode atuar como pró-oncogênico envolve a 

superexpressão da apoptose e a regulação da inflamação (Menegon; Columbano; 

Giordano, 2016). A ativação crônica do Nrf2 pode reduzir a sensibilidade das células 

tumorais à quimioterapia ao inibir vias pró-apoptóticas e promover a expressão de 

transportadores de efluxo de drogas (Zimta et al., 2019), assim como regula a 

expressão e atividade de ATP-bindingcassette B1 (ABCB1) para impedir o acumulo 

intracelular da doxorrubicina (Xia et al., 2019). Além disso, o Nrf2 pode influenciar a 

modulação do sistema imune, favorecendo um microambiente tumoral 

imunossupressor que auxilia a evasão da resposta imune (Gan  et al., 2024). 

Além de seu papel essencial na proteção celular, Nrf2 também pode 

influenciar a ferroptose, regulando a expressão de diversos genes envolvidos nesse 

processo (Anandhan et al., 2020), incluindo aqueles ligados à regulação da 

glutationa (como SLC7A11 e GAPX4), homeostase do ferro (FTH1, FTL e FPN1), e 

regeneração do NADPH (G6PD e ME1) (Yan et al., 2023).  

Assim sendo, Nrf2 pode proteger as células contra a ferroptose ao estimular a 

expressão de genes antioxidantes, como SLC7A11, GCLC e GPX4, que reduzem o 

acúmulo de peróxidos lipídicos e o estresse oxidative (Shakya et al., 2023), assim 

como pode favorecer a ferroptose ao induzir HO-1 e FTH1, que aumentam a 

liberação de ferro livre, gerando radicais livres e potencialmente intensificando a 

peroxidação lipídica (Jing et al., 2022). O efeito da ativação de Nrf2, portanto, parece 

depender, pelo menos em parte, do contexto em que as células tumorais estão 

submetidas. 
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2.5 L-ARGININA  

  A L-arginina é um aminoácido semi-essencial, ou condicionalmente essencial, 

porque, em certas condições fisiológicas e patológicas, a síntese endógena torna-se 

insuficiente para atender à demanda do organismo (Mirini; Agarwal; Didelija, 2015).  

  A biossíntese natural da L-arg envolve a interação entre o intestino e os rins 

(Figura 4).  

Figura 4: Biossíntese natural de L-arginina 

 

Fonte: Adaptado de Martí e Reith (2021). 

No intestino, a L- citrulina é sintetizada a partir de glutamina, glutamato e 

prolina nas mitocôndrias dos enterócitos por uma série de reações bioquímicas (Wu 

et al., 2008). Após ser liberada pelo intestino delgado, a L-citrulina é captada pelos 

rins, onde cerca de 60% da síntese de L-arg ocorre (Theodorou et al., 2021; Szefel; 

Danielak; Kruszewski, 2019). Nos rins, a síntese de L-arg a partir da citrulina envolve 

duas reações enzimáticas (Levillain, 2012). Inicialmente, a enzima argininosuccinato 

sintase (ASS1) catalisa a conversão da citrulina em argininosuccinato. Em seguida, 

o argininosuccinato é transformado em L-arginina pela ação da enzima 

argininosuccinato liase (ASL) e, posteriormente, retorna para a circulação sanguínea 

(Martí; Reith, 2021). Outra via envolvida na biossíntese de L-arginina ocorre no 

fígado. Entretanto, quase não há produção de L-arg devido a ação da enzima 

arginase, abundante neste órgão, em catalisar a L-arg em ureia e ornitina no ciclo da 

ureia (Zou et al. 2019). 
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A L-arginina é precursora de muitas substâncias biologicamente ativas 

importantes para o organismo (Szefel; Danielak; Kruszewski, 2019), incluindo óxido 

nítrico (NO) (Martí; Reith, 2021), uma molécula de sinalização onipresente que se 

destaca por possuir a capacidade de atravessar livremente membranas celulares 

(Kumar; Singh; Bhardwaj, 2017). Essa característica permite que o NO atue de 

maneira eficiente em diferentes compartimentos celulares, regulando uma ampla 

gama de processos fisiológicos e patológicos, como vasodilatação, respostas 

imunes, inflamação, neurotransmissão, apoptose, regulação de transcrição genética, 

tradução de mRNA e modificações pós-transducionais de proteínas (Andrabi et al., 

2023).  

O NO endógeno é gerado a partir da enzima óxido nítrico sintase (NOS), que 

catalisa a conversão da L-arginina em L-citrulina, liberando óxido nítrico como 

produto (Kumar; Singh; Bhardwaj, 2017). Existem três isoformas principais de NOS: 

NOS neural (nNOS), endotelial (eNOS) e NOS induzível (iNOS) (Barouch et al., 

2002). A nNOS, também conhecida como NOS1, é amplamente expressa em 

neurônios e desempenha um papel essencial na sinalização neural (Costa et al., 

2016) A eNOS está presente predominantemente nas células endoteliais, sendo 

crucial para a regulação da pressão arterial e para a homeostase vascular 

(Forstermann; Sessa, 2012). Essas duas isoformas, por serem expressas 

continuamente em condições fisiológicas, são também denominadas NOS 

constitutiva. Além disso, ambas dependem de um aumento na concentração de 

cálcio no tecido para a sua atividade, produzindo, assim, concentrações baixas e 

transitórias de NO (Choudhari et al., 2013). Em contraste, a iNOS (NOS2) é uma 

isoforma induzível e independente de cálcio (Choudhari et al., 2013). É expressa 

principalmente em células do sistema imunológico, sendo induzida em respostas a 

estímulos inflamatórios ou infecciosos, o que a torna relevante em processos de 

defesa do organism (Sonar; Lal, 2019). 

Para que a atividade catalítica da NOS ocorra de forma eficiente, a enzima 

depende de alguns cofatores, como NADPH, que fornece os elétrons necessários 

para a reação, e a tetraidrobiopterina (BH4), essencial para estabilizar o 

intermediário reativo e garantir a produção de NO (Tenopoulou; Doulias, 2020). 
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Outros cofatores importantes incluem o FMN (flavina mononucleotídeo) e o FAD 

(flavina adenina dinucleotídeo), que participam do transporte de elétrons dentro da 

enzima, além do grupo heme, responsável pela ligação e ativação do oxigênio 

molecular para a produção de NO (Stuehr; Pou; Rosen. 2001).  

O NO desempenha um papel vital no câncer de mama, apresentando uma 

dualidade de efeitos que podem ser tanto supressores, quanto promotores de tumor. 

Em diferentes concentrações, o NO pode induzir ou inibir o desenvolvimento do 

câncer, dependendo da fosforilação dos reguladores envolvidos nas vias de 

sinalização a montante e a jusante do óxido nítrico (Liu et al., 2021). Em baixas 

concentrações (nano a picomolares), o óxido nítrico pode levar à promoção do tumor 

por meio da proliferação celular, respostas antiapoptóticas, angiogenicas, e sobre a 

invasão e migração (Jahani et al., 2019; Mishra; Patel; Banerjee, 2020). Em 

oposição às suas funções promotoras de tumor, em concentrações mais altas 

(micromolar) o NO inibe o crescimento e facilita o processo de apoptose das células 

(Andrabi et al., 2023; Liu et al., 2021). 

Dado os mecanismos de ação da L-arginina e seu produto, o NO, torna-se 

viável considerar o uso desse aminoácido como uma estratégia terapêutica no 

tratamento do câncer de mama. Embora ainda sejam escassos estudos da relação 

da L-arginina com o câncer de mama, algumas evidências experimentais reforçam a 

relevância desses mecanismos. Por exemplo, Jahani et al. (2017) em sua pesquisa 

in vitro demonstraram que houve uma diminuição na viabilidade de células de câncer 

de mama tratadas com L-arginina. Além disso, estudo in vivo em modelos murinos 

mostraram que o tratamento com L-arginina inibiu o crescimento do tumor e 

prolongou o tempo de sobrevida de camundongos (Cao et al., 2016).  

Portanto, a investigação dos efeitos do tratamento das células tumorais MDA-

MB-231 com a L-arginina se torna necessária para elucidar de maneira mais 

aprofundada seus impactos nas previsões celulares, assim como os mecanismos 

subjacentes à inflamação e à resistências dessas células. Essa investigação poderá 

contribuir significativamente para a compreensão dos processos biológicos 

envolvidos, além de abrir novas perspectivas terapêuticas no combate ao câncer.  
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3 OBJETIVO 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Investigar os efeitos do tratamento com L-arginina na viabilidade celular e vias 

relacionadas à inflamação em células de câncer de mama triplo negativo (MDA-

MB 231).  

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

3.2.1 Avaliar a viabilidade celular das células MDA-MB-231 tratadas com diferentes 

concentrações de L-arginina; 

3.2.2 Quantificar a expressão de proteica de NRF2 e NFkB; 

3.2.3 Mensurar citocinas inflamatórias após o tratamento;  

3.2.4 Relacionar os efeitos dos tratamentos sobre a inflamação e viabilidade 

celular; 

3.2.5 Determinar os produtos avançados de oxidação proteica.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 CULTURA DE CÉLULAS  

  A linhagem MDA-MB 231 de câncer de mama foi obtida do Banco de Células do 

Rio de Janeiro (BCRJ). Após o descongelamento e remoção da solução 

crioprotetora, as células foram transferidas para frascos de cultura com área de 

25cm2 contendo meio de cultura RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino 

e 1% de penicilina - estreptomicina. As células foram incubadas a 37 ºC em uma 

incubadora umidificada sob uma atmosfera de 95% de O2 e 5% de CO2. 

   As células arranjadas em monocamada foram submetidas à uma dissociação 

enzimática com 2ml de tripsina. Após a neutralização da atividade desta enzima 

utilizando 3ml do meio de cultura, o pool de células foi transferido para novas 

garrafas, com área de 75cm2. Posteriormente, a linhagem foi tratada por um período 

de 48hrs com L-arginina nas seguintes concentrações: NT (não tratada), 800ug/mL, 

1600ug/mL, 3200ug/ml. 

4.2 CONTAGEM DE CÉLULAS  

  Para determinar o número de células obtidas durante a cultura, foi realizada a 

contagem utilizando a câmara de Neubauer. Das células em suspensão foram 

transferidas 0,1 mL para um eppendorf e adicionado 0,3mL de PBS ao eppendorf, 

obtendo assim uma diluição 1/4. Desse total, foi retirado 0,005mL e adicionado à 

câmara de Neubauer. As células sedimentaram por 2min e a contagem foi feita nos 

4 quadrantes e calculada a média. Como a suspensão foi inicialmente diluída a 1/4, 

o número de células contadas será igual à média multiplicada pelo fator de diluição, 

neste caso, 4. O número de células/mL foi obtido utilizando a seguinte equação: 

𝑁𝐶: 𝑁𝑡/𝑁𝑞 × 𝐹𝐷 × 10.000 

 

NC: número de células /mL  

Nt: número total de células contados (média)  

Nq: número de quadrantes;  

FD: fator de diluição. 
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4.3 PROLIFERAÇÃO E VIABILIDADE CELULAR  

  O ensaio AlamarBlue (alamarBlue TM CellViabilityAssayReagent, 

ThermoFischer) foi utilizado para medir a proliferação celular e avaliar a viabilidade 

da linhagem MDA-MB 231 tratada com L-arg. O teste foi realizado em placas de 96 

poços (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ). Do total de 96 poços, foram utilizados 06 

poços para cada amostra, pois testes prévios demonstraram maior eficácia durante 

a análise. Os demais poços sem células continham apenas o preparado com meio 

de cultura e AlamarBlue, esses foram utilizados para descontar o background 

(fluorescência natural do meio e AlamarBlue). Cada um dos seis poços continha 

200.000 células a serem testadas com meio de cultura. O total de 200uI de solução 

AlamarBlue foram adicionados ao preparado com meio de cultura RPMI e distribuído 

nos poços (100uI). As placas foram incubadas a 37 °C com 5% de CO2 por um 

período de duas horas para cada leitura. A fluorescência do processo de redução da 

resazurina em resorufina foi medida usando o Leitor MultidetecçãoHfbridoSynergy 

H1(Biotek®) com os comprimentos de onda de excitação/emissão definidos em 

531/560 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata e expressos de acordo com a 

reação do reagente com as células viáveis, descontando o background. 

Experimentos e análises envolvendo análise de proliferação e viabilidade celular 

foram realizados no Laboratório de Análises Biomoleculares (LABIOM) da 

Universidade Federal do Espírito Santo, Vitória - ES, Brasil (http://Iabiom.ufes.br).  

Figura 5: Placa de Proliferação e Viabilidade Celular  

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

http://iabiom.ufes.br/
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4.4 ESTUDO DA EXPRESSÃO PROTEICA  

4.4.1 WESTERN BLOT PARA DETECÇÃO DE PROTEÍNAS  

  A técnica de Western Blot foi utilizada para determinar a influência do tratamento 

da  L-arginina em células MDA-MB 231 sobre a expressão proteica de NRF2 e 

NFkB, e as bandas foram normalizadas por GAPDH nos grupos NT (não tratada), 

800ug/mL, 1600ug/mL, 3200ug/mL. 

4.4.2 PREPARAÇÃO DAS CÉLULAS E QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS  

  As amostras foram preparadas utilizando células tratadas de todos os grupos. 

Os pellets de células foram mantidos a -80°C até o momento da extração proteica, 

que foi realizada em 4000 µL de tampão de lise (10mM Tris – HCl pH 7,4, 1mM 

NaVO3, 1% SDS, 0,5mM DTT, 5mM EDTA, 1mM PMSF), ao qual se adicionou 

10µg/m coquetel inibidor de proteases. A homogeneização foi realizada com auxílio 

de sonicador ultrassônico, sendo seguida de centrifugação a 6000 rpm, 4°C por 15 

minutos. Os sobrenadantes foram recolhidos, aliquotados e armazenados a -80 °C.  

 

  A determinação do conteúdo de proteína total das células MDA-MB-231 foi feita 

utilizando-se o método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando o reagente Bradford 

(Sigma Aldrich). Um protocolo para microplacas de 96 poços de fundo chato foi 

escolhido. A quantificação foi feita de acordo com informações do fabricante. A curva 

padrão foi preparada em triplicatas, com concentrações de zero (branco) até 1,4 

mg/mL de albumina do soro bovino – BSA. As amostras foram diluídas 10 vezes 

para a quantificação, sendo realizada em triplicatas.  Posteriormente, foi calculado o 

volume necessário para uma carga de 50 μg de proteína, sendo este volume de 

amostra misturada, em partes iguais, com tampão de homogeneização. Alíquotas do 

homogeneizados foram diluídas em solução de Laemmli 2X (0,5 mM de ureia, 

0,17mM de SDS, 39μM de ditiodiol, 0,01 M de Tris e azul de bromofenol 0,5%). As 

amostras depois de preparadas eram aquecidas a 950 durante 4 minutos. 
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4.4.3 ELETROFORESE EM GEL DESNATURANTE (SDS-PAGE) 

 As amostras foram carregadas em géis de SDS-poliacrilamida 10% para Nrf2 e 

GAPDG e de 6% para NFkB (1,5 M Tris Hcl pH: 8.8, acrilamida 40%, glicerol 100%, 

SDS 10%, APS 10% e Temed) previamente imersos em um tampão para 

eletroforese (25mM de Tris HCl, 190mM de glicina e 0,1% de SDS). Antes da sua 

aplicação no gel as amostras foram aquecidas a 100 °C durante 5 min. A 

eletroforese foi conduzida com o tampão (25mM de tris-HCl pH 8,3, 192mM de 

glicina e 0,1% de SDS), a 80 volts por aproximadamente 2 horas e 30 minutos 

(PowerPacTM HC, BioRad, Singapura). 

4.4.4 TRANSFERÊNCIA DAS PROTEÍNAS  

 Depois de separadas, as proteínas das amostras para avaliar a expressão da 

Nrf2, NFkB e GAPDH foram transferidas para uma membrana de PVDF utilizando 

uma cuba molhada (Biorad), por 2:00 hs, 60 volts a 4°C, com tampão de 

transferência constituído de 25 mM de tris-HCl pH 8,3, 192 mM de glicina e 20% 

(v/v) de metanol. 

4.4.5 INCUBAÇÃO DOS ANTICORPOS  

 Após a transferência, as membranas de PVDF foram incubadas por 2:30 horas 

em uma solução constituída de leite em pó desnatado (5%) em tampão TBStween 

0,1% (20 mM de tris-HCl pH 7,4 e 150 mM de NaCl), à temperatura ambiente sob 

agitação leve, para evitar ligações inespecíficas com reativos não imunológicos. Em 

seguida, as membranas foram incubadas por 4 horas a temperatura ambiente, sob 

agitação, em TBS-tween adicionado mais os seguintes anticorpos primários: Nrf2 e 

NFkB (1: 1000, Santa Cruz Biotechnology, California, EUA) e para GAPDH (1:5000, 

Santa Cruz Biotechnology, California, EUA). Após este período, as membranas 

foram lavadas em tampão TBS-tween 0,1%, sob agitação leve em temperature 

ambiente e incubadas com o anticorpo secundário (IgG, anti-mouse conjugado a 

peroxidase - 1:3000, Abcam Inc.) por 1:30 horas, à temperature ambiente, sob 

agitação suave, seguida de lavagem com tampão TBS-tween 0,1%, e 

posteriormente com tampão TBS. 
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  Os imunocomplexos foram detectados por reação de quimioluminescência por 

meio da exposição da membrana, durante 5min a um sistema de detecção (ECL 

Plus, AmershamTM, GE Healthcare, UK). As membranas, então, foram expostas a 

autorradiografia (Medical Film, Konica Minolta Medical Imaging, Wayne, 

EUA/Hyperfilm, AmershamTM, UK) pelo aparelho ChemiDoc (BioRad), sendo as 

bandas impregnadas e posteriormente reveladas. O programa ImageLab foi utilizado 

para quantificar a área da densidade das bandas corrigidas pela proteína controle 

(GAPDH). 

4.5 DOSAGEM DE CITOCINAS POR CITOMETRIA DE FLUXO  

A dosagem das citocinas inflamatórias foi medida por citometria de fluxo por 

kit CBA (Cytometryc Bead Array - Human Th1/ Th2/ Th17 Cytokine Kit) de acordo 

com instruções do fabricante. Antes da análise propriamente dita, foi elaborada uma 

curva padrão com concentrações variando de 20 a 5000 pg/ml, que serviu de 

referência para determinar as concentrações das citocinas em estudo.  

Para a análise, foi preparado um conjunto de microesferas específicas para 

as citocinas a serem avaliadas, o qual foi adicionado 25 ul. Posteriormente, foram 

incorporados anticorpos monoclonais anti-citocinas, conjugados ao fluorocromo 

ficoeritrina (PE). Após o processo de marcação, a fluorescência de 500 microesferas 

por amostra foi lida em citometria de fluxo FACSCanto II (BD). A análise foi baseada 

em gráficos de dispersão que relaciona o tamanho (FSC) com granularidade (SSC), 

enquanto as diferentes populações de esferas foram discriminadas de acordo com 

suas respectivas intensidades de fluorescência ao longo do eixo Y (detector de 

fluorescência 4, no qual captura a luz no comprimento de onda em torno de 650nm, 

correspondente a cor vermelha).  

4.6 DETERMINAÇÃO DOS PRODUTOS AVANÇADOS DE OXIDAÇÃO PROTEÍCA 

(ADVANCED OXIDATION PROTEIN PRODUCTS – AOPP)  

Os valores de AOPP foram determinados por espectofotometria em leitora de 

microplacas (Leitora Multidetecção Synergy 2, 39 Biotek Instruments) de acordo com 

Witko-Sarsat et al. (1996). A reação foi calibrada com cloramina-T (Sigma, ST Louis, 

MO, USA) na presença de iodeto de potássio a 340nm. Para as análises realizou-se 
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uma diluição de 1:100 (02 µl de amostra para 198µl de PBS). Em poços padrões, 

foram adicionados 10µl de iodeto de potássio 1.16M (Sigma) e 200µl de solução de 

cloramina-T (0-100µl) seguido de 20µl de ácido acético glacial. A densidade óptica 

da mistura reativa será lida após agitação de seis minutos programada pelo próprio 

leito em 340nm contra um controle contendo 200µl de PBS e 20µl de ácido acético 

glacial. As concentrações de AOPP serão expressas como µM de cloramina-T. 

Experimentos e análises envolvendo AOPP foram realizados no Laboratório de 

análises Biomoleculares (LABIOM) da Universidade Federal do Espírito Santo, 

Vitória-ES, Brasil (http://labiom.ufes.br). 

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o software 

GraphPad Prism* 8.0.2 (Prism versão 8.0.2 para Windows Software, La Jolla 

California USA). A significância estatística de todos os dados experimentais foi 

determinada usando análise de variância de uma via (ANOVA) e o teste de Tukey. 

Um valor de P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Cada ponto ou 

coluna representa a media +EPM. Todos os experimentos foram feitos em triplicata.  

 

 

5. RESULTADOS  

5.1 VIABILIDADE CELULAR E CAPACIDADE PROLIFERATIVA DAS CÉLULAS 

MDA-MB-231 

A viabilidade celular foi menor nos grupos de células tratadas nas 

concentrações de 1600 e 3200 µg/mL quando comparadas ao grupo não tratado 

(Figura 6).  
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Figura 6: Efeitos do tratamento com L-arginina em diferentes concentrações (800ug/mL; 1600ug/mL; 3200ug/mL) sobre a 

viabilidade e a resistência terapêutica de células MDA-MB. Valores expressos em média ± EPM; (n = 3 por grupo). *p< 0,05 em 

relação ao grupo NT (não tratado). 

A análise dos dados mostrou uma diminuição da AUC conforme as 

concentrações aumentavam (figura 7). O grupo NT (não tratado) exibiu maior área 

sob a curva, já os grupos tratados com 1600 e 3200 µg/mL apresentaram reduções 

estatisticamente significativas.  
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Figura 7: Área sob a curva (AUC): Efeitos do tratamento de L-arginina em diferentes concentrações (800ug/mL, 1600ug/mL, 

3200) sobre a viabilidade e a capacidade proliferativa de células MDA-MB. Valores expressos em média ± EPM; (n = 3 por 

grupo). *p< 0,05 em relação ao grupo NT (não tratado). 

5.2 ANÁLISE DE EXPRESSÃO PROTEÍCA  

Foi observado aumento na expressão de NRF2 nos grupos tratados com L-

arginina 1600 e 3200 µg/mL em comparação ao grupo não tratado (Figura 8-B). Da 

mesma forma, a expressão de NF-kB apresentou aumento diretamente proporcional 

a concentração de L-arginina, sendo significativamente maior no grupo tratado com 

a dose de 3200µg/mL (Figura 8-C). Essa dose apresentou diferença significativa 

quando comparada com o grupo não tratado e com o grupo de 800µg/mL. 
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Figura 8: Efeitos do tratamento de L-arginina em diferentes concentrações (800 µg/mL; 1600 µg/mL; 3200 µg/mL) sobre a 

expressão proteica de Nrf2 (B) e NFkB (C) em células MDA-MB-231. A figura (A) representa as bandas referente a expressão 

proteica. Valores expressos em média ± EPM; (n= 3 por grupo) com * p< 0,05 em relação ao grupo NT; + p<0,05 em relação ao 

grupo L-arg (800ug/mL). 

5.3 QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS INFLAMATÓRIAS NAS CÉLULAS MDA-

MB-231 

Os níveis de IL-17A apresentaram aumento nos grupos tratados com 1600 e 

3200 µg/mL (Figura 9-A), sendo que a maior concentração mostrou diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo controle e ao grupo tratado com 

800µg/mL. Os níveis de IL-10 foram reduzidos em todos os grupos tratados quando 

comparados ao grupo não tratado (Figura 9-B). A quantificação de IL-6 revelou 

aumento no grupo tratado com 3200µg/mL (Figura 9-C), apresentando diferença 

significativa em relação ao grupo tratado com 800µg/mL e ao grupo não tratado. Por 
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outro lado, os níveis de IL-4 não apresentaram diferenças significativas entre os 

grupos experimentais (Figura 9-D). A análise de IL-2 demonstrou um aumento 

significativo no grupo tratado com 3200µg/mL em relação ao grupo NT e ao grupo 

tratado com 800µg/mL (Figura 9-E).   
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Figura 9: Efeitos do tratamento de L-arginina em diferentes concentrações (800 µg/mL; 1600 µg/mL; 3200 µg/mL) sobre as 

citocinas IL17A (A), IL-10 (B), IL-6 (C), IL-4 (D) e IL-2 (E). Valores expressos em media ± EPM; (n= 3 por grupo). * p< 0,05 em 

relação ao grupo NT; + p<0,05 em relação ao grupo L-arg (800ug/mL). 

A concentração de INF-γ apresentou aumento em todas as doses do 

tratamento (Figura 10-A). Entretanto, apenas a maior dose apresentou diferença 

significativa do grupo controle e do grupo de menor dose de 800µg/mL. Em 

contraste, os níveis de TNF-α não apresentaram diferenças significativas entre os 

grupos (Figura 10-B).  

 

 

Figura 10: Efeitos do tratamento de L-arginina em diferentes concentrações (800 µg/mL; 1600 µg/mL; 3200 µg/mL) sobre as 

citocinas INF-γ (A) e TNF-α (B). Valores expressos em média ± EPM; (n= 3 por grupo). * p< 0,05 em relação ao grupo NT; + 

p<0,05 em relação ao grupo L-arg (800ug/mL).  

5.4 DETERMINAÇÃO DOS PRODUTOS AVANÇADOS DE OXIDAÇÃO PROTEICA 

(ADVANCED OXIDATION PROTEIN PRODUCTS – AOPP)  

O AOPP tem sido considerado um novo marcador de oxidação proteica e de 

inflamação. É formado na presença do estresse oxidativo como um produto da 

reação de proteínas plasmáticas com oxidantes clorados. Observou-se aumento dos 
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produtos avançados da oxidação proteica nas duas maiores concentrações (1600 

µg/ml e 3200 µg/ml.) quando comparados com o grupo NT. E a maior concentração 

(3200 µg/ml.) apresentou diferença significativa em relação a dose de 800 µg/ml, 

conforme figura 11.  

 

Figura 11: Efeitos do tratamento com L-arginina em diferentes concentrações (800ug/mL; 1600ug/mL; 3200ug/mL) sobre os 

níveis de produtos avançados de oxidação proteica (AOPP) de células MDA-MB-231. Valores expressos em média ± EPM; (n = 
3 por grupo). * p< 0,05 em relação ao grupo NT; + p< 0,05 em relação ao grupo L-arg (800ug/mL). 
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6 DISCUSSÃO 

Vários modelos experimentais tem sido utilizados na pesquisa sobre o câncer 

de mama de modo a melhor compreender os processos de iniciação, promoção e 

progressão tumoral na tentativa de desenvolver estratégias de prevenção e 

tratamento cada vez mais eficazes. 

Embora muito esforço seja direcionado à descoberta de terapias para TNBC, 

o sucesso em discriminar os eventos críticos que estabelecem as características 

peculiares desse subtipo de tumor tem sido limitado (Pal; Childs; Pegram, 2011). 

Assim, é crucial investigar mecanismos moleculares críticos e específicos deste tipo 

de tumor, auxiliando em um melhor entendimento sobre suas características, e 

apoiar outros estudos acerca do desenvolvimento de terapias-alvo. 

Neste contexto, um dos achado mais relevantes deste estudo foi a redução 

significativa na viabilidade e proliferação das células MDA-MB-231 tratadas com L-

arg, sugerindo um potencial efeito citotóxico nessas células. Esses efeitos foram 

acompanhados pelo aumento na expressão de Nrf2 e NF-kB, além da elevação de 

IL-17A, IL-6, IL-2 e IFN-γ e  redução dos níveis de IL-10, bem como aumento nos 

produtos avançados de oxidação proteica. 

   A L-arginina é um aminoácido condicionalmente essencial que desempenha 

papeis fundamentais na fisiologia celular, principalmente por ser precursora do NO 

(Mirini; Agarwal; Didelija, 2015). Esse aminoácido tem sido investigado por suas 

propriedades antitumorais (Satoh et al., 2020), visto que o NO é uma molécula que 

possui várias funções no sistema biológico, incluindo vasodilatação e modulação do 

sistema imunológico, além de induzir estresse oxidativo e afetar a função 

mitocondrial, podendo promover a morte celular em células tumorais (Lundberg; 

Weitzberg, 2022). Além disso, o NO pode interagir com EROs para formar 

peroxinitrito (ONOO-), uma molécula altamente reativa que pode induzir danos ao 

DNA e peroxidação, resultando em morte celular programada (Chandimali et al., 

2025; Pacher; Beckman; Liaudet, 2007).  

  A redução significativa da viabilidade celular observada nas células MDA-MB-

231 tratadas com 1600 e 3200µg/mL de L-arginina, determinada através do ensaio 
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de AlamarBlue, pode estar relacionada ao efeito citotóxico da L-arg, mediada pela 

síntese de óxido nítrico, que contribui para o aumento do estresse oxidativo podendo 

levar à morte celular, especialmente em concentrações mais elevadas. Esse efeito 

foi previamente relatado por Jahani et al. (2017), em células MCF-7, onde o 

tratamento com L-arginina induziu um aumento na produção de NO, resultando em 

apoptose. Vale ressaltar que, diferente da linhagem MDA-MB-231, as células MCF-7 

possuem receptores hormonais (Derakhshan; Filho, 2022), indicando que a L-arg 

pode exercer um efeito citotóxico independente da expressão de receptores 

hormonais. Resultados semelhantes foram observados na linhagem MDA-MB-648, 

outro modelo de TNBC, onde o tratamento com L-arg induziu apoptose após 48 

horas (Singh t al., 2000).  

  Evidências in vivo também demonstraram um potencial efeito antitumoral da 

L-arg. Cao e colaboradores (2016) observaram que a suplementação com L-arginina 

foi capaz de inibir significativamente o crescimento tumoral e prolongar o tempo de 

sobrevivência de camundongos com tumor, sugerindo que a L-arginina pode ter 

efeitos anticancerígenos em modelos animais, o que reforça a possibilidade de sua 

aplicação clínica.  

  A presente pesquisa também investigou a expressão de proteínas associadas 

ao estresse oxidativo e à inflamação como Nrf2 e NF-kB, em linhagens MDA-MB-

231 tratadas com L-arginina. As células tratadas com concentrações de 1600 e 

3200µg/mL de L-arginina mostram um aumento significativo na expressão de ambas 

as proteínas, o que pode indicar a ativação de vias celulares associadas à resposta 

ao estresse e à inflamação.  

  Nrf2 é um fator de transcrição que regula a defesa celular contra o estresse 

oxidativo por meio da expressão de genes que codificam enzimas antioxidantes (He; 

Ru; Wen, 2020). Estudos demonstram que os níveis de Nrf2 estão elevados no 

câncer de mama triplo negativo (Bovilla et al. ,2021) e sua ativação pode estar 

associada à progressão tumoral, proliferação celular e resistência terapêutica 

(Zhang et al., 2016; Carlise et al., 2017).  
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  Uma possível explicação para essa ativação pode estar na via de sinalização 

Nrf2-HMOX1. Lin e colaboradores (2024) demonstraram que a superexpressão do 

fator de transcrição EGR1 em células MDA-MB-231 e MDA-MB-468 pode promover 

ferroptose ao regular a fosforilação de Nrf2 e induzir a expressão de HMOX1. Essa 

via possui papel na homeostase do ferro, pois HMOX1 catalisa a degradação do 

heme liberando íon ferroso (Fe 2+), monóxido de carbono e biliverdina. Wang e 

colaboradores (2023) relataram que os níveis de Fe 2+ são significativamente mais 

elevados no TNBC em comparação a outros subtipos de câncer de mama. Esse 

acúmulo de ferro pode influenciar no destino celular, especialmente quando há 

superexpressão de Nrf2. O aumento de HMOX1 induzido por Nrf2 pode resultar em 

um acúmulo excessivo de Fe 2+, desencadeando aumento na liberação de radicais 

de oxigênio (Wang et al., 2023).  

De fato, alguns estudos indicam que a ativação de Nrf2 pode, em certas 

condições, induzir respostas citotóxicas em vez de favorecer a proliferação celular 

(Wang et al., 2023; Lin et al., 2024). Esse efeito pode estar relacionado a 

mecanismos como ferroptose, um tipo de morte celular intimamente relacionada a 

várias vias metabólicas envolvendo ferro, espécies reativas de oxigênio e 

metabolismo lipídico (Tang et al., 2020). O estresse oxidativo excessivo e a 

interrupção dos sistemas redox causam a peroxidação lipídica excessiva, o que leva 

ainda ao aumento da densidade da membrana mitocondrial, à fratura da crista 

mitocondrial e à perda da integridade da membrana plasmática, causando morte 

celular ferroptótica (Liu et al., 2023). 

NF-kB é um fator de transcrição central na regulação de diversos processos 

biológicos, incluindo proliferação celular, sobrevivência, resposta ao estresse e 

resposta imune (Yu et al., 2020). No câncer de mama, sua ativação está 

frequentemente associada a um fenótipo mais agressivo, contribuindo para a 

progressão tumoral e resistência a terapias (Pavitra et al., 2023; Sarkar et al., 2013; 

Mutairi; Habashy, 2023).  

Em nosso estudo, observamos um aumento na ativação de NF-kB 

acompanhado por uma redução na proliferação celular das células MDA-MB-231. 

Embora NF-kB seja classicamente associado à sobrevivência celular e resistência a 
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apoptose (Wu; Sun; Xu, 2023), essa via também pode desempenhar um papel na 

indução da ferroptose (Yan et al., 2021). NF-kB pode reduzir a transcrição de 

moléculas antioxidantes, como GPX4 e NQO1, aumentando o acúmulo de ROS, 

levando a ferroptose (Yan et al., 2021). Além disso, Yang e colaboradores (2020) 

também mostraram em sua pesquisa com células de câncer de colón que o HMGB1 

pode aumentar a sinalização de NF-kB e, consequentemente, regular negativamente 

a atividade de GPX4. Isso sugere que, em determinadas condições, NF-kB pode 

estar associado a processos inflamatórios que intensificam a ferroptose em células 

tumorais. No entanto, no presente estudo, não foram avaliados diretamente 

marcadores específicos da ferroptose, como GPX4 ou níveis de peroxidação lipídica, 

o que representa uma limitação do trabalho.  

  Nosso achados corroboram os resultados de Yuan et al. (2025), que 

demonstraram que o tratamento combinado com paclitaxel (PTX) e RSL3 reduziu 

significativamente a viabilidade celular das linhagens MDA-MB–231 e MDA-MB-468, 

ao mesmo tempo que aumentou a ativação de NF-kB. A ativação da via NF-kB 

também está diretamente relacionada à indução de citocinas inflamatórias, que 

desempenham um papel essencial no metabolismo do ferro e no equilíbrio do 

sistema redox (Ueda; Takasawa, 2018).  

Em nossos estudos observamos um aumento significativo nas citocinas 

inflamatórias IL-17A, IL-6, IL-2 e IFN-γ, reforçando a hipótese de que a ativação de 

NF-kB pode estar promovendo um perfil inflamatório nas células MDA-MB-231, o 

que pode, por sua vez, pode contribuir na ativação de vias de morte celular, como a 

ferroptose. A IL-6 é uma citocina pleitrópica que modula o fenótipo de muitos tipos 

de câncer ligando-se aos receptores de IL-6 e ativando vias a jusante, promovendo 

assim a iniciação, desenvolvimento e metástase do tumor (Kesanakurti et al., 2012; 

Chen et al., 2022). Visto que no presente trabalho, os níveis dessa interleucina 

aumentaram, é possível que esse achado esteja relacionado ao papel central da IL-6 

na regulação da ferroptose. Essa citocina modula a expressão de hepcidina, uma 

proteína que controla a homeostase do ferro e pode influenciar diretamente a 

disponibilidade desse metal para a reações oxidativas (Rosenblum, 2023). Sano e 

colaboradores (2021) em sua pesquisa, perceberam que a IL-6 aumentou a 
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apoptose dependente de TNF-α ou TRAIL em muitos tipos de células cancerígenas 

humanas, incluindo MDA-MB-231. Adicionalmente, Zhu e colaboradores 

descobriram que a expressão da proteína IL-6 foi regulada positivamente em 

GMECs tratados com LPS. A expressão de marcadores de estresse oxidativo e 

ferroptose foi detectada posteriormente, e foi descoberto que o conteúdo de Fe 2+ foi 

aumentado, e os níveis de estresse oxidativo foram regulados positivamente.  

O IFN-γ desempenha um papel fundamental na ativação da imunidade celular 

e, subsequentemente, na estimulação da resposta imune antitumoral, com base em 

suas funções citostáticas, pró-apoptóticas e antiproliferativas (Jorgovanovic et al., 

2020), essas funções, em grande parte, são coordenadas pela ligação do IFN-γ ao 

IFNγR1/2 para ativar o transdutor de sinal Janus quinase (JAK) e a via da proteína 

de transcrição (STAT) (Ding et al., 2022). Além disso, o IFN-γ pode amplificar o 

estresse oxidativo ao modular a atividade de enzimas antioxidantes, favorecendo a 

vulnerabilidade celular à ferroptose (Yu et al., 2022).  

A IL-17A é um mediador central da inflamação envolvido em todas as fases 

dos eventos inflamatórios. A atividade temporária e controlada da IL-17 faz parte da 

resposta imune fisiológica e da cicatrização do tecido, enquanto a atividade crônica 

da IL-17 induz respostas patológicas que promovem a autoimunidade e a 

oncogênese (Li et al., 2019). O aumento de IL-17A também foi um achado relevante, 

visto que ela atua como um fator pró-inflamatório e também pode causar estresse 

oxidativo por meio da via NF-kB (Li et.al.,2024), o que pode estar colaborando com o 

mecanismo de ferroptose. No entanto, sua relação direta com a ferroptose ainda é 

pouco explorada.  

O aumento de IL-10 pode promover a proliferação e metástase de células 

tumorais por meio da imunossupressão, sendo considerada um marcador de 

prognóstico ruim em vários tipos de câncer (Elnaz et al., 2018). No entanto, em 

nosso estudo, observamos uma redução nos níveis de IL-10, o que pode ter 

contribuído para um ambiente mais inflamatório. Isso é reforçado pelo aumento da 

expressão proteica de NF-kB, uma vez que a IL-10 pode inibir sua translocação para 

o núcleo e, consequentemente, reduzir a sinalização inflamatória (Hamidullah; 

Changkija e Konwar, 2012). 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/janus-kinase
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Por outro lado, diferentemente do estudo de Yuan et al., (2025), não 

observamos aumento significativo nos níveis de TNF-α, uma citocina habitualmente 

associada à ativação de NF-kB (Tang et al., 2017). Uma possível explicação, é que 

a ativação de NF-kB tenha sido mais direcionada para a regulação de outras 

citocinas inflamatórias, como IL-6 e IFN-γ, no lugar de um efeito direto sobre TNF-α. 

Um dos fatores essenciais que está relacionado a intensidade nos diferentes 

processos envolvidos na tumorigênese é o estresse oxidativo, definido como o 

desequilíbrio entre a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e as defesas 

antioxidantes. O aumento da produção de ROS com o envelhecimento, tabagismo, 

obesidade e consumo de álcool, que são possíveis fatores de risco para o 

desenvolvimento de câncer de mama, também apoiam seu envolvimento neste 

processo (Gurer et al., 2018). A inflamação crônica induzida pelo estresse oxidativo 

leva a danos oxidativos ao DNA, proteínas e lipídios, que por sua vez contribuem 

para a desregulação de oncogênese e genes supressores de tumores, por exemplo, 

p53, BRCA2 e, finalmente, para o início e progressão do tumor (Mdkhana et al., 

2022; Schetter; Heegaard; Harris, 2010). O nível de estresse oxidativo pode ser 

examinado alternativamente pela quantidade de dano causado às proteínas, 

medindo a concentração de produtos proteicos de oxidação avançada (AOPPs). Os 

AOPPs são geralmente formados a partir de albuminas e polipeptídeos ricos em 

metionina ou tirosina como consequência de ataques de ROS (Sawicka et al., 2020). 

Nossos resultados mostram um aumento significativo na produção de AOPPs 

em doses maiores de L-arginina. Resultado esse, que pode ser de extrema 

importância quando utilizado em perspectivas clínicas, uma vez que, Delrieu e 

colaboradores descobriram que AOPPs plasmáticos são um fator favorável em 

pacientes com câncer de mama metastático submetidos a 6 meses de intervenção 

de atividade física. Pacientes com progressão do câncer ou que morreram durante o 

acompanhamento de 6 meses apresentaram concentrações significativamente 

menores de AOPPs. No entanto, uma redução na concentração de AOPP pode ter 

sido associada à elevada eficiência antioxidante induzida pela atividade física 

regular neste grupo (Delrieu et al., 2021). 
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De forma geral, nossos dados indicam que o tratamento com L-arg contribuiu 

para a redução da viabilidade celular de células MDA-MB-231. A ausência de alvos 

específicos impulsiona a busca por novas estratégias terapêuticas. Nesse contexto, 

a L-arginina pode apresentar-se como uma potencial aliada na modulação das vias 

Nrf2 e NF-kB. Contudo, ainda são necessários estudos adicionais para investigar 

diretamente a relação entre a ativação dessas vias e a ferroptose, bem como a 

possível regulação cruzada entre NF-kB e Nrf2 nesse contexto.   
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7 CONCLUSÃO 

O tratamento com L-arginina reduziu a viabilidade celular nas células MDA-

MB-231 e aumentou a expressão proteica de Nrf2 e NF-kB, sugerindo que o papel 

desses fatores de transcrição estão relacionados ao microambiente tumoral e à 

interação com outros reguladores celulares. Esses fatores podem atuar de maneira 

dual, tanto protegendo as células quanto induzindo processos citotóxicos, como a 

ferroptose. Houve também aumento dos níveis de IL-17A, IL-6, IL-2 e INF-γ, bem 

como na produção de produtos avançados de oxidação proteica (AOPP). Esses 

eventos podem estar relacionados à ferroptose, sugerindo um possível mecanismo 

de morte celular induzido pela L-arg nesse modelo experimental. Dessa forma, 

esses achados, podem, pelo menos em parte, indicar que a L-arginina tem potencial 

como estratégia terapêutica no câncer de mama, especialmente no contexto de 

tumores agressivos como o TNBC. No entanto, são necessários avaliações 

adicionais, como avaliação da peroxidação lipídica, quantificação de ferro 

intracelular e análise do Sistema glutationa, para validar esses achados e melhor 

compreender os mecanismos envolvidos.  
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